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摘要 :【 目 的) 本 研究 旨 在 从 首 蒂 夜 蛾 Heliothis viriplaca 中 肠 克 隆 出 丝氨酸 和 蛋白酶 (serine protease, SP) 基 因 的 cDNA 
序列 ,测定 原核 表达 后 的 蛋白 经 纯化 及 复 性 后 的 活性 。【 方 法 ] 运 用 RT-PCR 和 cDNA 末端 快速 扩 增 方法 (rapid 
amplification of cDNA ends, RACE) 克隆 首 攻 夜 蛾 幼虫 中 肠 丝 氨 酸 蛋白 酶 cDNA 全 序列 ,用 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 
表达 系统 进行 表达 。 重 组 蛋白 经 纯化 后 ,利用 梯度 透析 法 进行 复 性 ,以 BApNA 为 底 物 ,进行 活性 测定 。【 结 果 】 克 
隆 获得 的 首 蒂 人 夜 蛾 中 肠 丝 氨 酸 蛋白 酶 基因 命名 为 HvSP( GenBank 登录 号 :JX866720) ,该 基因 全 长 880 bp ,开放 阅读 
框 长 762 bp ,编码 254 个 氨基 酸 , 推 测 分 子 量 和 pI 值 分 别 为 26.9 kDa 和 9.49。 由 HvSP 推导 的 氨基 酸 与 鳞 翅 目 昆 
E SP 氮 基 酸 序列 的 一 致 性 在 $52% ~95% 之 间 , 其 中 与 棉铃 虫 Helicoverpa armigera SP( GenBank 登录 号 :CAA72962) 
的 氨基 酸 序列 一 致 性 最 高 , 达 95% 。 成 功 构建 重组 载体 pET21b-HoSP. 进行 原核 表达 , Western-blot 鉴定 确定 为 目的 
蛋白 。 和 蛋白 可 溶性 分 析 发 现 重组 蛋白 为 包涵 体 。 在 Glycine-NaOH 缓冲 液 中 , 当 pH 为 10.0 时 , 复 性 的 重组 蛋白 活 
性 达到 最 高 ,为 35.74 U/mL。[【 结论] 本 研究 在 首 攻 夜 蛾 体内 获得 了 一 个 新 的 丝氨酸 蛋白 酶 基因 ,日 原核 表达 后 的 
重组 蛋白 经 过 变性 、 纯 化 及 复 性 后 具有 活性 。 该 结果 为 进一步 研究 丝氨酸 蛋白 酶 在 鳞 翅 目 昆 虫 体内 的 生理 功能 ; 
定 了 基础 。 
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中 图 分 类 号 : Q966 XRRR: A ”文章 编号 : 0454-6296(2014)09-1008-10 

cDNA cloning, sequence analysis and prokaryotic expression of a serine 


protease from the midgut of Heliothis viriplaca ( Lepidoptera: Noctuidae) 
ZHOU Xiao-Qun, GAO Yan-Ling, ZHAO Kui-Jun, FAN Dong" ( College of Agronomy, Northeast 
Agricultural University, Harbin 150030, China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to obtain the full-length cDNA sequence of serine protease (SP) from 























































































































































































































































































































the midgut of Heliothis viriplaca and determine the activity of SP expressed in prokaryotic expression 
system after purification and renaturation process. [Methods] The full-length cDNA sequence of SP was 
amplified from the midgut of larval H. viriplaca by RT-PCR and RACE technique, and then the cDNA 
sequence was expressed in Escherichia coli expression system. After being purified, the recombinant 
protein was renatured using gradient dialysis technique. The activity of renatured protein was determined 
with BApNA as the substrate. [Results] The cloned SP cDNA sequence from the midgut of H. viriplaca 
was named as HvSP ( GenBank accession no.: JX866720). The full-length cDNA sequence of HvSP is 
880 bp in length with an open reading frame of 762 bp, encoding 254 amino acid residues with the 
predicted molecular weight of 26. 9 kDa and pl of 9. 49. Multiple sequence alignment indicated that HvSP 
shares 5296 -95% amino acid sequence identities with SPs from other lepidopteran insects, and shares 
the highest amino acid sequence identity (95% ) with SP from Helicoverpa armigera ( GenBank accession 
no. : CAA72962 ). The recombinant vector pET21b-HoSP was expressed in prokaryotic expression 
system, and the recombinant protein was determined as the target protein using Western-blot analysis. 
Protein solubility analysis indicated that the recombinant protein was inclusion body protein. The 
renatured recombinant protein had the highest activity (35. 74 U/mL) when the pH was 10. 0 in Glycine- 


NaOH buffer. [Conclusion] A novel serine protease cDNA sequence was obtained from H. viriplaca , and 
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recombinant protein expressed in E. coli expression system was active after denaturation, purification and 


renaturation processes. The results provide a foundation for further research of physiological function of 


serine protease in lepidopteran insects. 


Key words: Heliothis viriplaca; serine protease; cDNA cloning; prokaryotic expression; recombinant 


protein; enzyme activity 





缘 氨 酸 和 蛋白 酶 ( serine proteases, SPs) 是 一 类 以 
丝氨酸 为 活性 中 心 的 重要 和 蛋白 水 解 酶 。 根 据 其 靶 标 
切 开 位 点 的 不 同 , ERIN ERE A N trypsin) 和 胰 
凝 乳 和 蛋白酶 (chymotrypsin ) 两 大 类 (Brackney et al., 
2010) 。 在 不 同 昆虫 的 消化 酶 中 , 胰 和 蛋白 酶 和 胰 雍 
乳 蛋 白 酶 所 占 的 比 列 不 同 ,如 在 棉铃 虫 Helicoverpa 
armigera 的 消化 酶 中 , 胰 和 蛋白 酶 占 90% , TT ESSE SR 
白 酶 仅 占 5% ; 在 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 和 甜菜 
Ti lik Spodoptera exigua 中 , 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 占 85% ,而 
胰 和 蛋白 酶 仅 占 7% (Srinivasan et al.,2006)。 在 昆虫 
中 ,丝氨酸 蛋白 酶 主要 参与 消化 、 发 育 、 先 天 免疫 反 
应 和 组 织 重建 等 重要 的 生理 过 程 (Johnston et al., 
1991 ; Christeller et al., 1992; Lehane et al., 1998; 
Kotani et al., 1999 ; Choo et al.,2011) 。 在 过 去 的 几 
十 年 内 ,国内 外 学 者 已 经 分 别 从 多 种 鳞 翅 目 昆 虫 如 
MERIR Manduca sexta 棉铃 虫 、 甜 菜 夜 蛾 斜纹 夜 
M FAR Heliothis virescens KKI EX YE. Ostrinia 
nubilalis , 3k 30, 8 Xx  Tribolium castaneum , 小菜 蛾 
Plutella xylostella 等 体内 克隆 得 到 多 条 丝氨酸 蛋白 
酶 基因 的 cDNA 序列 ,经 鉴定 其 产物 主要 为 胰 和 蛋白 
酶 和 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 ,并 且 对 它们 的 功能 也 作 了 较为 









































体 进 行 复 性 探索 测定 其 活性 。 为 此 本 研究 以 背 蕃 夜 
i Heliothis viriplaca 为 材料 ,克隆 其 中 肠 丝 氨 酸 蛋白 
酶 基因 ,实现 其 在 原核 表达 系统 的 表达 。 表 达 的 融 
合 和 蛋白 进 行 变性 、 纯 化 与 复 性 ,并 以 BApNA 为 底 物 
进行 活性 测定 。 研 究 结 果 为 进一步 探索 丝氨酸 蛋白 
酶 在 鳞 翅 目 昆 虫 体 内 的 生理 功能 莫 定 了 基础 。 























1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

首 蒂 夜 蛾 成 虫 采 自 东北 农业 大 学 香 坊 试验 基 
地 ,在 实验 室 以 5% 蜂蜜 水 饲 喂 , 待 其 产 卵 ;幼虫 孵 
化 后 ,在 26 + VC ,相对 湿度 为 70% 和 光 周 期 为 
14L: 10D 的 培养 箱 内 用 大 豆 叶 饲养 至 5 HT 
备用 。 
1.2 主要 试剂 

RNA 提取 TRIzol® Reagent 购 自 Invitrogen 公 
司 ; 反 转录 酶 M-MLV Reverse Transcriptase 、 低 熔点 
琼脂 糖 购 自 Promega 公司 ; DL2000 DNA Marker, 
DNA 纯化 试剂 盒 、 质 粒 提 取 试剂 盒 、Taq DNA. 聚合 
酶 和 限制 性 内 切 酶 EcoR I 、Hind MW E] TaKaRa 公 
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详尽 的 研究 ,结果 证 明 丝 氮 酸 和 蛋白酶 在 鳞 翅 目 昆 虫 
体内 也 主要 参与 上 述 功能 (Peterson et al., 1995; 
Herrero et al.,2005 ; Srinivasan et al., 2005 ; Coates et 
al., 2006; Broehan et al., 2008, 2010; Zhang et al., 
2010; Zhan et al.,2011 ; Xie et al.,2012; Zhu et al., 
2012 ;Shi et al.,2013) 。 

目前 ,大 部 分 昆虫 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 异 源 表 
达 已 经 成 为 现实 ,但 如 何 快速 经 济 得 到 大 量 有 活性 
的 丝氨酸 和 蛋白酶 一 直 是 研究 中 的 一 个 难点 。 
Herrero 等 (2005 ) 从 甜菜 夜 蛾 体内 克隆 得 到 一 条 胰 
凝 乳 和 蛋白 酶 基因 ,并 且 在 昆虫 细胞 表达 系统 S21 中 
成 功 表 达 , 活 性 测定 表明 它 对 pH 敏感 ,这 是 首次 在 
异 源 表达 系统 中 表达 得 到 有 活性 的 丝氨酸 和 蛋白酶 。 
刘海 明 等 (2012) 从 华北 大 黑 鳃 金 包 Holotrichia 
oblita 中 肠 克 隆 得 到 一 条 丝氨酸 蛋白 酶 基因 ,在 原核 
表达 系统 表达 后 发 现 蛋 白 主 要 为 包涵 体 ,经 栈 活 性 
测定 ,未 发 现 有 丝氨酸 蛋白 酶 活性 ,但 并 没有 对 包涵 





























H];pEasy-T, 克隆 载体 、 和 蛋白 Marker 和 Ni-NTA 亲 和 
层 析 柱 购 自 北京 全 式 金 生 物 有 限 公 司 ; 大肠 杆菌 
Escherichia coli DH5a 、BL21 和 pET21b 质粒 由 本 实 
验 室 保存 ,其 余 试剂 为 进口 或 国产 分 析 纯 。Ni-NTA 
柱 平衡 缓冲 液 :8 mol/L 尿素 、100 mmol/L NaH,PO, 
和 10 mmol/L Tris base pH 8.0( 同 时 为 变性 缓冲 液 
和 漂洗 缓冲 液 ) ; 洗 脱 缓冲 液 1 -4: 依 次 含有 80, 
120, 160 和 200 mmol/L 咪唑 的 平衡 缓冲 液 (pH 
8.0); 复 性 缓冲 液 1 -5: 依 次 含有 8, 6, 4, 2 和 
0. 5 mol/L 尿 素 的 100 mmol/L NaH,PO,, 10 mmol/L 
Tris base, 0.4 mol/L X AMR, 5 mmol/L 还 原型 谷 胱 
甘 及 ,1 mmol/L 氧化 型 谷 胱 甘 关 和 5% RERE C pH 
8.0); 复 性 缓冲 液 6: 30 mmol/L Tris-HCI( pH 8.0)。 
1.3 中 肠 RNA 的 提取 与 第 一 链 cDNA 的 合成 
选取 首 攻 夜 蛾 5 龄 取 食 期 第 2 天 幼虫 ,在 RNA 
保存 液 中 解剖 得 到 中 肠 ,采用 传统 Trizol 萃取 法 提 
取 中 上 肠 总 RNA ,每 100 mg 组 织 加 入 1 mL TRIzol® 
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Reagent。 提 取 的 总 RNA 用 紫外 分 光 光 度 计 和 196 
琼脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴定 RNA 的 纯度 和 完整 度 , 放 入 
-80C 冰箱 中 备用 。 以 dt-Ro-Ri 为 cDNA 合成 引物 
(3X 1) ,按照 反 转 录 酶 M-MLV Reverse Transcriptase 
说 明 书 方法 ,合成 第 一 链 cDNA ,保存 于 -20Y 。 
1.4 引物 设计 

根据 NCBI GenBank 上 已 登录 的 棉铃 虫 (登录 
号 : HM209426 ) 和 烟 芽 夜 蛾 (登录 号 :EF531631 ) 两 
种 鲜 翅 目 夜 蛾 科 昆 虫 基 因 的 全 序列 设计 克隆 首 害 夜 
蛾 丝氨酸 蛋白 酶 特异 片段 的 简 并 引物 SP-F 和 SP- 























R。 根 据 得 到 的 特异 片段 cDNA 序列 设计 2 个 克隆 
基因 3 "端的 引物 SP-3' Ro 和 SP-3' Ri; 利用 TaKaRa 
5'-Full RACE Kit ,在 已 得 到 的 基因 片段 中 根据 试剂 
盒 中 的 S'-RACE Outer Primer 和 5'-RACE Inner 
Primer 分 别 设计 引物 SP-5'Ro 和 SP-5'Ri。 根 据 拼接 
得 到 的 基因 全 长 序列 ,在 ORF 两 侧 设 计 引 物 SP-QF 
和 SP-QR。 根 据 克 隆 得 到 的 丝氨酸 和 蛋白酶 基因 序 
列 , 设 计 带 有 酶 切 位 点 的 表达 引物 SP( BD)-F 和 SP 
(BD)-R。 引 物 合 成 由 上 海 生 工 生物 有 限 公司 完成 。 
引物 名 称 及 具体 用 途 见 表 1。 























表 1 引物 序列 列表 


Table 1 List of the primer sequences 


引物 名 称 Primer name 


引物 序列 Primer sequence (5' -37) 


引物 用 途 Usage of primers 





ATCGATGGTCGACGCATGCGGATCCAA AGCTTGAATTC 第 一 链 cDNA 的 合成 








由 GAGCTC( T) y Synthesis of the 1st strand cDNA 
SP-F CTGTCGCAGCTGTCCCCAG 特异 片段 克隆 
SP-R GTGTAGCGGGATACGCGAGC Fragment cloning 
Ro ATCGATGGTCGACGCATGCGGATCC 5 端 和 3' 端 扩 增 
Ri GGATCCAAAGCTTGAATICGAGCTCT 5' end and 3’ end amplification 
SP-3'Ro GGCCCTCTCTACCACAACGGCATC 
SP-3'Ri GGTGTCTGCTCCTTCGGTATTGG 


5'RACE Outer Primer 
5'RACE Inner Primer 


CATGGCTACATGCTGACAGCCTA 
CGCGGATCCACAGCCTACTGATGATCAGTCGATG 








SP-5'Ro ACTGCCAGTAGGCGCTCAAGTT 
SP-5'Ri CGATCAATAGTAGTTACCGAACCACCCAC 
SP-QF ATGCGTATCCTTGCTCTGCT 全 长 序列 克隆 
SP-QR GCGTTAGATGAGATCCAAGAGG Full-length sequence cloning 
SP(BD)-F CCGGAATTCAGTCCCCAGCA ATCCCCA 重组 表达 
SP(BD)-R CCCAAGCTTGGCGTTAGAACAGATCCAAGAAGG Recombinant expression 





1.5 丝氨酸 蛋白 酶 基因 片段 的 获得 和 cDNA 5'zk 
端 和 3' 末 端 序列 的 获得 

以 合成 的 第 一 链 cDNA 为 模板 ,利用 SP-F 和 
SP-R 引物 ( 表 1) 扩 增 首 蔡 夜 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 cDNA 
序列 的 特异 片段 。PCR 反应 条 件 :94%C 预 变性 5 
min;94*C 30 s, 52%C 30 s,72 30 s,35 个 循环 ; 
72°C 延伸 10 min。 反 应 结束 后 ,经 1.0% 琼脂 糖 凝 
胶 电 泳 检 测 PCR 产物 ,成 功 后 进行 纯化 , 并 与 
pEasy-T1 载体 连接 ,连接 产物 转化 E. coli DH5a， 
落 在 含有 氮 共 青霉素 的 LB 固体 平板 上 进行 抗 性 第 
选 ,对 阳性 克隆 菌株 进行 酶 切 和 PCR. 鉴定 ,将 连接 
正确 的 重组 质粒 由 博士 生物 公司 进行 序列 测定 。 

根据 上 述 得 到 的 cDNA 序列 ,利用 引物 SP-3'Ro 
fil SP-3'Ri 与 引物 Ro 和 Ri 扩 增 序列 的 3' 端 ( 表 1)。 
首 轮 PCR 引物 为 SP-3'Ro 和 Ro, 取 首 轮 扩 增 产物 以 


























SP-3'Ri 和 Ri 为 引物 进行 第 2 轮 扩 增 。 利 用 
TaKaRa5 -Full RACE Kit 试剂 盒 中 的 5'-RACE Outer 
Primer 4l 5'-RACE Inner Primer 与 引物 SP-5' Ro 和 
SP-5'Ri( 表 1) ,按照 试剂 盒 说 明 书 进行 5'RACE 扩 
JE, PCR 产物 的 检测 、 回 收 、 连 接 、 转 化 和 测序 均 和 
中 间 片 段 扩 增 方法 一 致 。 将 上 述 克隆 得 到 的 目的 片 
段 ,测序 鉴定 正确 后 进行 拼接 得 到 基因 的 全 序列 , 利 
用 引物 SP-QF 和 SP-QR( 表 1) 进行 基因 全 长 验证 以 
确认 其 准确 性 。 
1.6 序列 分 析 及 进化 树 构建 

使 用 DNAMAN 软件 进行 ORF 预测 及 和 蛋白 质 翻 
译 ; 使 用 蛋白 组 学 在 线 ExPASy W yh (http://www. 
expasy. org/tools/) 的 Compute pL/Mw 推导 氨基 酸 序 
列 的 分 子 量 、 等 电 点 ,SignalP 4. 1 Server 进行 信号 肽 
的 预测 , Prosite 软件 进行 结构 域 分 析 ; 运用 NCBI 
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BLAST 对 本 实验 获得 基因 推导 的 氨基 酸 序列 进行 
同 源 性 搜索 ;使 用 ClustalX 和 MEGA 软件 进行 同 源 
性 比较 和 系统 进化 分 析 , 采 用 Neighbor-Joining ( NJ) 
法 构建 系统 进化 树 。 
1.7 原核 表达 载体 pET21b-HvSP 的 构建 

利用 引物 SPCBD)-F 和 SP(BD)-R( 表 1) 扩 增 
基因 的 编码 区 ;琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 PCR. 产物 后 ， 
回收 目的 片段 与 pEasy-T, 载体 连接 ,连接 产物 转化 
E. coli DHSa ,筛选 出 阳性 克隆 ,利用 质粒 提取 试剂 
盒 提 取 重 组 质粒 ,利用 Hind MA EcoR 工 酶 切 重 组 
质粒 ,回收 基因 片段 ,与 同样 经 过 酶 切 的 质粒 载体 
pET21b XF}, fehe E. coli DH5a 感受 态 细胞 ,挑选 
阳性 克隆 ,提取 重组 质粒 进行 Hind Wl/ EcoR I 单 酶 
切 、 双 酶 切 鉴 定 分 析 。 将 单 、. 双 酶 切 鉴定 成 功 的 阳性 
质粒 送 到 博士 生物 公司 测序 。 
1.8 重组 蛋白 的 原核 表达 及 Western-blot 验证 

挑选 正确 的 重组 质粒 pET21b-HvSP. 转化 到 大 
肠 杆菌 菌株 E. coli BL21 中 ,选取 阳性 菌株 接种 于 5 
mL LB( 含 有 100 ug/ mL amp) 液体 培养 基 中 ,37%C 
220 r/min 振荡 培养 过 夜 ; 取 1 mL 菌 液 接种 于 100 
mL LB( 含 有 100 ug/ mL amp) 液体 培养 基 中 ,37%C 
220 r/min 振荡 培养 至 OD 值 为 0.6, 加 入 终 浓度 为 
1 mmol/L 的 IPTG ( 24 mg/ uL) 进行 诱导 表达 ,37%C 
220 r/min 继续 振荡 培养 6 h。 取 1 mL 菌 液 至 离心 
管 中 ,室温 12 000 r/min 离心 2 min, 弃 上 清 , 沉 尝 重 
悬 于 150 uL 的 1x 和 蛋白 上 样 缓冲 液 中 , 煮沸 10 
min ,室温 12 000 r/min 离心 1 min, 取 15 uL 上 清 进 
行 SDS-PAGE(12% 分 离 腕 和 4 浓缩 胶 ) ,检测 蛋白 
的 表达 。 

将 重组 蛋白 样品 经 SDS-PAGE 电泳 后 转移 至 
PVDF 膜 ,用 杂交 膜 清洗 液 TBS 洗涤 后 ,以 配制 好 的 










































































的 目的 和 蛋白。 用 洗 脱 缓冲 液 1 -4 洗 脱 目的 蛋白 后 
进行 SDS-PAGE 鉴定 。 

收集 洗 脱 得 到 的 目的 蛋白 ,利用 梯度 透析 法 复 
性 重组 蛋白 ( 包 义 风 等 ,2012) 。 依 次 用 复 性 缓冲 液 
1 -5 过 夜 透析 复 性 和 蛋白。 最 后 用 复 性 缓冲 液 6 透 
Jr ,得 到 经 复 性 的 重组 蛋白 进行 SDS-PAGE 鉴定 。 
1.10 丝氨酸 蛋白 酶 重组 蛋白 的 活性 测定 

BApNA 以 20 mg/mL 溶 于 DMSO , 取 40 pL 分 
别 加 入 到 0.5 mL 0. 1 mol/L Tris-HCl Z£ tp Xi ( pH 
6.0~9.5) 和 0.1 mol/L Glycine-NaOH 缓冲 液 (pH 
8.5 ~10.5) 中 ,同时 加 入 0.5 mL 经 复 性 的 蛋白 (对 
照 中 加 入 0.5 mL 缓冲 液 ) 。 反 应 20 min 后 ,加 入 
0.5 mL 3096 (v/v) 乙酸 终止 反应 。 然 后 以 对 照 组 调 
零 , 在 405 nm 测 光 吸收 值 ,重复 3 ~4 次 ( 王 琛 柱 等 ， 
1996 ) 。 丝 氮 酸 蛋白 酶 活力 单位 的 定义 为 :在 一 定 
条 件 下 , 以 BApNA 为 底 物 ,每 分 钟 使 人 人 As 增加 
0.001 的 酶 量 为 一 个 蛋白 酶 活力 单位 (U)。 计 算 公 
式 为 : 























AAA/min ix y 
酶 活力 (U/mL) 70.001 x BEROILAEGR * 稀释 倍数 。 
1. 11 数据 统计 与 分 析 
丝氨酸 蛋白 酶 活性 测定 数据 用 SPSS17. 0 进行 
统计 分 析 ,数值 以 平均 值 二 标准 差 (SD) 表示, 显著 
性 差异 分 析 使 用 Duncan 氏 多 重 比较 法 检验 (P = 
0.05), 








2 结果 与 分 析 


2.1 首 藻 夜 峨 丝氨酸 蛋白 酶 基因 的 克隆 与 序列 分 析 
本 研究 从 首 落 夜 蛾 5 龄 幼虫 中 肠 克隆 得 到 一 个 
新 的 丝氨酸 蛋白 酶 基因 ,命名 为 HouSP( GenBank 登 








封闭 液 进行 县 育 。 将 一 抗 ( His-tag 抗体 ) 抗体 反应 
液 HRP( 鼠 ) 及 抗体 稀释 液 混合 而 成 的 抗体 孵育 液 
MERE, PERENE KREMA 40 min ,经 洗涤 
后 ,加 底 物 DAB 显 色 ,拍照 。 
1.9 重组 蛋白 的 变性 、 纯 化 与 复 性 

将 上 述 诱导 表达 6 h 后 的 培养 物 收集 于 50 mL 
的 离心 管 中 ,4%C 12 000 r/min 离心 10 min, 加 入 20 
mL 0. 1 mol/L 的 Tris-HCI(pH 8. 0) ,把 离心 管 放 在 
冰 浴 中 进行 超声 破碎 。 破 碎 5 s, 停 止 5 s, 反 复 此 步 
又 共 进 行 10 min。4%C 12 000 r/min 离心 10 min ,分 
别 收集 上 清和 沉淀 进行 SDS-PAGE, 分析 目的 蛋白 
的 可 溶性 。 在 包涵 体 中 加 入 变性 缓冲 液 变 性 处 理 
后 ,参照 Ni-NTA 亲 和 层 析 柱 说 明 书 纯化 带 His-tag 














录 号 :JX866720)。 该 基因 长 880 bp ,开放 阅读 框 长 
762 bp ,编码 254 个 氨基 酸 , 含 有 18 bp 和 100 bp 的 
5' 和 3' 非 编码 区 ,N 端 含有 16 个 氨基 酸 组 成 的 信号 
肽 ,在 polyA 末端 上 游 有 一 个 多 聚 腺 苷 酸 终止 信号 
序列 AATAAA( 图 1)。 由 HoSP 基因 推导 的 和 蛋白质 
分 子 量 为 26.9 kDa, 等 电 点 为 9.49。 结 构 域 分 析 表 
明 ,HoSP 基因 翻译 后 的 氮 基 酸 序列 具有 明显 的 丝 氮 
酸 蛋 白 酶 的 典型 特征 , 即 氨 基 酸 序列 中 具有 保守 的 组 
AER (His) RLAR C Asp) 和 丝 氮 酸 (Ser) 残 基 组 成 
酶 活 的 催化 中 心 三 元 件 。 而 且 和 蛋白 质 含 有 3 对 半 胱 
氨 酸 残 基 , 分 别 位 于 第 54 与 70 位 、179 与 196 fy; 207 
与 231 位 ,这 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 组 成 3 对 二 硫 
键 ,对 于 维持 蛋白 质 的 三 级 结构 起 着 重要 作用 。 
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2.2 HvSP 与 鳞 翅 目 昆虫 丝 氨 酸 蛋白 酶 氨基 酸 序 
列 比 对 及 进化 树 构 建 

将 HvSP. 推导 出 的 氨基 酸 序列 (GenBank 登录 
号 ,AGB93875 ) ZE NCBI BLAST 上 进行 搜索 ,结果 显 
示 与 鳞 翅 目 昆虫 丝 氨 酸 蛋白 酶 的 氨基 酸 序列 一 致 性 
达到 52% ~95% ,其 中 与 棉铃 虫 SP( GenBank 登录 
号 :CAA72962 ) 的 氨基 酸 序列 一 致 性 最 高 , 达 95% 。 
将 HvSP 的 氨基 酸 序 列 与 NCBI 上 已 知 15 种 鳞 翅 目 
昆虫 SP 的 氨基 酸 序列 进行 序列 比 对 (图 2) ,结果 显 
示 , 它 们 的 氨基 酸 长 度 集中 在 253 ~257 aa 之 间 , 均 
含有 丝氨酸 重 白 酶 的 催化 三 联 活性 中 心 。AAHC,D 
fll CQGDSGG 分 别 是 这 16 种 丝氨酸 蛋白 酶 的 组 氨 
酸 、 天 冬 氨 酸 和 丝氨酸 的 保守 区 域 , 均 含 有 IoGGS (o 






































表示 该 位 置 的 氨基 酸 是 可 变 的 ) 酶 原 转变 为 成 熟 本 
的 保守 区 域 作用 位 点 ,其 中 IVGGS Æ E TAIRA 
酸 和 蛋白 酶 的 酶 原 转变 为 成 熟 酶 的 作用 位 点 。 

应 用 MEGAS. 0 软件 NJ 法 构建 鳞 怒 目 不 同 科 昆虫 
的 丝氨酸 蛋白 酶 系统 发 育 进化 树 (图 3)。 结 果 表 明 , 首 
TERUR GenBank 登录 号 :AGB93875 ) 与 鳞 翅 目 夜 蛾 科 
棉铃 虫 (GenBank 登录 号 :CAA72962) 首先 聚 类 ,然后 与 
烟 芽 夜 蛾 (GenBank 登录 号 :ABR88248 ) 聚 类 ,与 鳞 翅 目 
非 夜 蛾 科 昆 虫 家 看 Bombyx mori( GenBank 登录 号 :XP_ 
004934280 )、 欧 V E X $ ( GenBank 登录 号: 
AAX62034) , zx 4% % U 8R Choristoneura fumiferana 
( GenBank 登录 号 :AAA84423 ) ,/]v3i£ lE ( GenBank 登录 
号 :ACR92345 ) 等 昆虫 的 遗传 距离 较 远 。 
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Fig. 1 


因 核 昔 酸 序列 及 


Nucleotide and deduced amino acid sequences of serine protease cDNA from Heliothis viriplaca 
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起 始 密码 子 ATG 和 终止 密码 子 TAA 加 方 框 表示 ,信号 及 用 下 划 线 标 出 ,多 聚 腺 普 酸 信号 AATAAA 用 双 下 划 线 标 出 ,活性 中 心 用 黑色 阴影 表 
示 , 二 硫 键 用 灰色 阴影 表示 。The initiation codon ATG and termination codon TAA are in solid box. The putative signal peptide is underlined. A 














putative polyadenylation site ( AATAAA) is double underlined. The catalytic active sites are shaded black. Disulphide bond regions within the chitin- 


binding domains are shaded grey. 


2.3 重组 蛋白 的 诱导 表达 及 Western-blot 鉴定 
目的 菌株 经 IPTG 诱导 后 ,相对 于 pET21b 空 
体 转化 菌 对 照 组 ,在 相对 分 子 质量 接近 26.9 kDa 处 ， 
有 一 条 明显 的 目的 条 带 ,而 pET21b 对 照 组 没有 相应 
的 蛋白 带 出 现 (图 4: A )。 将 重组 蛋白 进行 Western- 
blot 分 析 , 从 图 4(B) 可 以 看 出 明显 的 目的 条 带 , 说 明 
融合 蛋白 与 His-tag 抗体 发 生 特异 性 反应 ,证 明 HoSP 
基因 已 经 在 大 肠 杆菌 表达 系统 中 正确 表达 。 
2.4 ”重组 蛋白 的 可 溶性 分 析 
从 图 4(A) 可 以 看 出 ,在 相对 分 子 质量 接近 
26.9 kDa 处 ,上 清 中 没有 目的 条 带 , 而 沉淀 中 明显 有 
目的 条 带 , 说 明 在 原核 表达 系统 中 表达 的 重组 蛋白 














是 一 种 包涵 体 蛋 白 , 经 栈 活 性 测定 ,未 发 现 有 丝氨酸 
和 蛋白酶 活性 。 
2.5 ”丝氨酸 蛋白 酶 重组 蛋白 的 纯化 、 复 性 和 活性 测定 
经 过 变性 后 的 重组 蛋白 ,利用 Ni-NTA 亲 和 层 
析 柱 纯化 蛋白 。 从 图 4(A) 可 以 看 出 , 含 160 mmol/ 
工 咪 唑 的 洗 脱 缓冲 液 可 以 把 目的 和 蛋白 洗 脱 出 来 ,而 
含 200 mmol/L 咪唑 的 洗 脱 缓冲 液 可 以 洗 脱 更 多 的 
目的 蛋白 ,相对 分 子 质量 大 小 接近 26.9 kDa, iE BJ] 
获得 了 较 高 纯度 的 重组 蛋白 。 利 用 梯度 透析 法 对 纯 
化 后 的 蛋白 进行 复 性 , 对 复 性 后 的 重组 重 白 进行 
SDS-PAGE 鉴定 (图 4: A), 
丝氨酸 蛋白 酶 重组 重 白 的 活性 测定 结果 如 图 5 
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Choristoneura fumiferana AAA84423.1  MRVILALVAECLVSVWAATIIPEKCCENIVEES V 1 er ece- A 70 
Heliothis virescens AAFA3708.1  .MRILA2LVAECEAAVAAVESNECH j [ ( À y A 69 
Ostrinia nubilalis AABNX62034.1  .WRIFIVLIEGIBAVSAYPEENIGH N ( À y 69 
Heliothis virescens ABR88242.1  .MRILA2LVBECEBAVZ2AVESNEGHE j [ T y A 69 
Spodoptera litura ABU96714.1  .MRVFIFIBECEBAVVBVESNECHRMWees VITIT. ACG j 69 
Mamestra configurata ACR15970.1  .WRELAIIBICEABAVAAVESNECHMVEesV ] ASPAXW Be y I 69 
Spodoptera frugiperda ACR25157.1 .M LATIT TAVVAAVE SNECEN Mee VITIL! [LSSsYnlenee 下 FS 69 
Helicoverpa armigera ADI32886.1 LIATCFABVABVESNECHM Ves V | C ANSA 70 
Spodoptera litura AFM73832.1 ...... 1 48 
Heliothis virescens AFO68321.1  .WHrrcrIHECVABV-SBVPANECH Y j NNISA TM TY 69 
Helicoverpa punctigera AFO37934.1  .MRIIALVAECEABVAAVESNECH j IYW S TIA THAYA 69 
Heliothis viriplaca AGB93875.1 M MIA j ] ] NNSA 69 
Plutella xylostella ACR92345.1 \ 69 
Lacanobia oleracea CAA07611.1 69 
Helicoverpa armigera CAA72949.1 69 
Bombyx mori XP 0049342 60 
Consensus 5 
Choristoneura fumiferana AAA84423.1 138 
Heliothis virescens AAF43708.1 136 
Ostrinia nubilalis AAX62034.1 L38 
Heliothis virescens ABR88242.1 iy ES e 2 S | VLRSATTESENN.NVRAA L37 
Spodoptera litura ABU96714.1 VSR E z j \TIRSASTESENN. NVRAAS 137 
Mamestra configurata ACR15970.1 137 
Spodoptera frugiperda ACR25157.1 137 
Helicoverpa armigera ADI32886.1 138 
Spodoptera litura AFM73832.1 117 
Heliothis virescens AFO68321.1 137 
Helicoverpa punctigera AFO37934.1 137 
Heliothis viriplaca AGB93875.1 T3 
Plutella xylostella AGR92345.1 L37 
Lacanobia oleracea CAA07611.1 L37 
Helicoverpa armigera CAA72949.1 137 
Bombyx mori XP 0049342 128 
Consensus E 
Choristoneura fumiferana AAA84423.1 207 
Heliothis virescens AAF43708.1 ] NMA 204 
Ostrinia nubilalis AAX62034.1 [eis SCGPV . JARN] i d SÊR 207 
Heliothis virescens RER88242.1 ETT SEEAS .日 2 全 本 SN YTRGIA @ {en PNEl 205 
Spodoptera litura ABU96714.1 J | 205 
Mamestra configurata ACR15970.1 205 
Spodoptera frugiperda ACR25157.1 205 
Helicoverpa armigera ADI32886.1 206 
Spodoptera litura AFM73832.1 186 
Heliothis virescens AFOG8321.1 206 
Helicoverpa punctigera AFO37934.1 205 
Heliothis viriplaca ACRO3875.1 205 
ou nM Ho d dust KE 
Helicoverpa armigera CRAY e 
Bombyx mori CAA72949. z 206 
GO XP 0049342 197 
Choristoneura fumiferana & AMA84423.1 256 
Heliothis virescens AAF43708.1 253 
Ostrinia nubilalis AAX62034.1 256 
Heliothis virescens ABRB8242.1 254 
Spodoptera litura ABU96714.1 254 
Mamestra configurata ACR15970. 254 
Spodoptera frugiperda ACR25157.1 254 
Helicoverpa armigera ADI32886.1 254 
Spodoptera litura AFM73832.1 235 
Heliothis virescens AFO68321.1 257 
Helicoverpa punctigera AFQ37934.1 254 
Heliothis viriplaca AGB93875.1 254 
Plutella xylostella AGR92345.1 255 
Lacanobia oleracea CAA07611.1 254 
Helicoverpa armigera CAA72949.1 255 
Bombyx mori XP 0049342 246 


Consensus 





vgvcs 5i € pgvn rvsr 
图 2 首 蒂 夜 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 与 其 他 已 知 昆虫 丝氨酸 蛋白 酶 氨基 酸 序列 的 多 重 比 对 

Fig. 2 Multiple alignment of amino acid sequence of serine protease from Heliothis viriplaca and its homologues from other insects 
Til: CERO — SU EON 10096 ,粉色 背景 表示 一 致 性 大 于 等 于 75% , 浅 蓝 色 背景 表示 一 致 性 大 于 等 于 50% 。The dark blue shade indicates 
10096 identity, the pink shade indicates 27546 identity, while the light blue shade indicate 25046 identity. 
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97 | Heliothis virescens ABR88242 


62 Heliothis virescens AF068322 
Helicoverpa punctigera AFQ37934 
66 64 Helicoverpa armigera ADI32886 
Heliothis virescens ABR88248 
42 18 Helicoverpa armigera CAA72962 
67 Heliothis viriplaca AGB93875 
51 Heliothis virescens AAF43708 
91 Spodoptera litura ABU96714 
42 Spodoptera frugiperda ACR25157 
71 Mamestra configurata ACR15970 
100 100 Lacanobia oleracea CAA07611 


Heliothis virescens AF068321 

Helicoverpa armigera CAA72949 

68 Spodoptera litura AFM73832 
Helicoverpa armigera CAA72956 

Choristoneura fumiferana AAA84423 
Bombyx mori XP_004934280 
Ostrinia nubilalis AAX62034 
Plutella xylostella AGR92345 
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0.05 
图 3 首 蒂 夜 蛾 丝氨酸 蛋白 酶 与 其 他 昆虫 丝氨酸 蛋白 酶 氨基 酸 序 列 的 系统 进化 树 
Fig. 3 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of serine protease from Heliothis viriplaca and other insects 


分 枝 上 数字 代表 自 展 值 ;标尺 示 遗 传 距 离 ; 拉 丁 文 名 字 后 为 登录 号 。Numbers above branches are bootstrap values, the scale bar represents 0. 05% 


nucleotide substitutions per site ，and the CenBank accession numbers are behind the Latin names. 
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图 4 组 蛋白 pET21b-HvSP 的 SDS-PAGE( A) 和 Western-blot(B) 分 析 
Fig. 4 Analysis of recombinant protein pET21b-HvSP by SDS-PAGE (A) and Western-blot (B) 
M: 蛋白 分 子 质量 标准 Protein molecular weight marker; 1; pET21b 空 载体 诱导 产物 Expression product of pET21b induced by IPTG; 2: 诱导 蛋白 
经 超声 破碎 后 的 上 清 Supernatant with ultrasonic disruption after the expression product was induced by IPTG; 3; 诱导 和 蛋白 经 超声 破碎 后 的 沉淀 
Deposit with ultrasonic disruption after the expression product was induced by IPTG; 4: 经 120 mmol/L 咪唑 洗 脱 后 的 蛋白 Expression product eluted by 
120 mmol/L imidazole; 5: 经 160 mmol/L 咪唑 洗 脱 后 的 蛋白 Expression product eluted by 160 mmol/L imidazole; 6; 经 200 mmol/L 咪唑 洗 脱 后 的 
蛋白 Expression product eluted by 200 mmol/L imidazole; 7; 复 性 后 的 蛋白 Renatured recombinant protein. 
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图 5 Æ Tris/HCl 缓冲 液 (A) 和 Glycine/ NaOH ZE nti ( B) P pH 对 丝氨酸 和 蛋白酶 活性 的 影响 
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Fig.5 Effect of pH value in Tris/HCl buffer (A) and Glycine/ NaOH buffer (B) on serine protease activity 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 差 ; 柱 上 不 同 小 写字 母 表示 酶 活性 在 0.05 水 平 上 差异 显著 (Duncan 氏 多 重 比较 法 检验 ) Data in the figure are mean 


+ SD; different lowercase letters above bars indicate significant difference in activity at the 0.05 level ( Duncan’ s multiple range test). 


所 示 , 在 Tris-HCl 和 Glycine-NaOH 缓冲 液 中 的 活性 
变化 很 相似 ,都 随 着 pH 的 提高 而 增 大 。 在 Tris-HCl 
绥 冲 液 中 , 酶 的 最 适 pH 为 9.5 ,活性 达到 23. 24 U/ 
mL( 图 5: A); Æ Glycine-NaOH ZZ nip, Æ pH 为 
10.0 时 ,活性 达到 最 高 ,为 35.74 U/mL( 图 5: B)。 


3 讨论 


丝氨酸 蛋白 酶 是 大 部 分 鳞 翅 目 、 直 翅 目 、 双 翅 
目 、 膜 翅 目 以 及 某 些 鞘翅 目 昆 虫 肠 道内 的 重要 消化 
酶 (Muharsini et al.,2001; Broehan et al.,2008 ,2010; 
Bian et al.,2008 ; Zhang et al.,2010 ;Zhan et al.,2011; 
刘海 明 等 ,2012; Xie et al.,2012; Zhu et al.,2012)。 
一 些 研究 证 明 , 鳞 翅 目 昆虫 中 肠 丝氨酸 蛋白 酶 在 昆 
虫 对 Bt 抗 性 中 起 减少 毒素 活性 或 增加 毒素 降解 的 
作用 ,昆虫 对 Bt 产生 抗 性 有 可 能 依赖 于 昆虫 肠 道 中 
丝氨酸 蛋白 酶 水 平 或 类 型 的 变化 (Li et al., 2004 ; 
Karumbaiah ef al., 2007 ; Yao et al.,2012 ;Zhu et al., 
2012) 。 同 时 ,有 研究 发 现 以 胰 和 蛋白酶 和 胰 凝 乳 和 蛋 
白 酶 为 主要 蛋白 消化 酶 的 丝氨酸 蛋白 酶 约 占 鳞 翅 有 目 
昆虫 中 肠 总 消化 酶 活性 的 95% ( Srinivasan et al., 
2006) ,因此 ,研究 丝氨酸 蛋白 酶 对 有 效 利用 Bt 防治 
鳞 翅 目 害虫 具有 重要 意义 。 

本 研究 首次 从 首 带 夜 蛾 中 肠 克 隆 得 到 一 条 新 的 
丝氨酸 和 蛋白酶 cDNA 全 序列 ,该 基因 翻译 后 的 氨基 
酸 序列 具有 明显 的 丝氨酸 蛋白 酶 的 典型 特征 , 即 氨 
基 酸 序列 中 具有 保守 的 组 氨 酸 (His) RIAR 
(Asp) 以 及 丝氨酸 (Ser) 残 基 组 成 酶 活 的 催化 中 心 
三 元 件 ,这 与 已 克隆 得 到 的 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 丝 氨 酸 
和 蛋白酶 氨基 酸 序列 拥有 共同 的 酶 活 催化 中 心 ,但 它 
们 的 分 布 位 点 存在 一 定 差异 。 人 研究 发 现 ,N 端 具有 
发 来 状 结构 域 (clip domain) 的 丝氨酸 蛋白 酶 及 其 类 


















































似 物 参与 到 昆虫 的 酚 氧 化 酶 信号 传导 当中 ,参与 昆 
虫 体液 免疫 反应 中 的 蛋白 酶 水 解 级 联 反应 , 与 血 淋 
巴 黑 化 及 抗菌 肽 合成 等 过 程 密 切 相 关 ( 刘 得 朗 等 ， 
2011; TEES 2011) ,而 在 HvSP 中 未 发 现 发 夹 结 
构 域 ,这 是 因为 HvSP 是 在 中 肠 克 隆 的 ,推测 HvSP 
与 昆虫 的 消化 有 关 , 而 与 免疫 反应 无 关 , 不 参与 到 昆 
虫 的 酚 氧 化 酶 信号 传导 当中 。 

本 研究 在 原核 表达 系统 大 肠 杆 菌 中 通过 不 同时 
间 不 同 温 度 的 诱导 ,表达 了 大 量 的 蛋白 , 经 过 
Western-blot 鉴定 确定 为 目的 和 蛋白。 研究 发 现 ,在 
37% 诱导 6 h 的 效果 最 好 ,产生 的 重组 蛋白 较 多 。 
融合 蛋白 的 可 溶性 分 析 实 验证 明 为 包涵 体 蛋 白 ,未 
发 现 有 丝氨酸 蛋白 酶 活性 ,这 可 能 是 由 于 目的 蛋白 
合成 速度 太 快 ,没有 足够 的 时 间 进 行 加 工 ,致使 中 间 
体 大 量 积 累 ,容易 形 成 包涵 体 沉 淀 ; 同时 可 能 由 于 丝 
氮 酸 蛋白酶 为 真 核 蛋白 ,在 原核 系统 中 进行 表达 的 
时 候 , 缺乏 真 核 生 物 中 翻译 后 修饰 所 需 酶 类 ,蛋白 内 
部 的 3 对 二 硫 键 不 能 正确 配对 ( 娜 仁 高 娃 等 ， 
2011)。 变 性 溶解 得 到 的 包涵 体 蛋 白 必须 经 过 复 性 
处 理 , 才 能 使 目标 蛋白 恢复 其 生物 活性 。 复 性 操作 
是 采用 合理 的 方法 使 目标 蛋白 从 变性 的 完全 伸展 状 
态 恢 复 到 正常 的 具有 生物 活性 的 折 县 结构 ,同时 去 
除 还 原 剂 ,使 二 硫 键 正常 形成 的 过 程 。 尽 管 蛋白 质 
复 性 一 直 是 蛋白 质 纯化 的 一 个 难题 ,但 是 本 研究 中 
对 得 到 的 包涵 体 蛋 白 纯化 后 进行 梯度 透析 复 性 , 逐 
步 降低 透析 液 的 浓度 ,进而 控制 变性 剂 的 去 除 速 度 ， 
还 是 得 到 了 有 活性 的 丝氨酸 和 蛋白酶。 除 梯度 透析 复 
性 外 , 柱 上 复 性 也 是 一 种 常用 的 方法 。 其 中 的 凝 胶 
过 滤 复 性 ,通过 低 流速 下 , 绥 冲 液 中 变性 剂 浓度 逐渐 
降低 ,提供 给 变性 的 蛋白 一 个 适宜 的 、 组 成 连续 变化 
的 、 可 供 选 择 的 蛋白 质 折 又 环境 , 且 可 以 不 断 修正 含 
有 错误 三 维 结构 的 折 又 中间 体 ( 包 义 风 等 ,2012 ) 。 
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因此 ,下 一 步 可 以 尝试 一 下 凝 胶 过 滤 复 性 ,以 获得 活 
性 更 高 的 蛋白 。 

HvSP 推导 出 的 氨基 酸 序列 与 NCBI. 上 已 知 棉 
铃 虫 的 类 胰 和 蛋白 酶 (GenBank 登录 号 : CAA72962) 
的 氨基 酸 序 列 的 一 致 性 达 95% , 可知 HvSP 也 为 胰 
蛋白 酶 类 丝氨酸 和 蛋白酶, 而 胰 和 蛋白 酶 的 底 物 是 
BApNA ,因此 本 研究 中 采用 BApNA 来 检验 复 性 后 
蛋白 的 活性 。 为 适应 鳞 翅 目 昆虫 肠 道内 的 碱 性 环 
境 , 作 为 鳞 翅 目 昆 虫 中 肠 主要 蛋白 消化 酶 的 丝氨酸 
蛋白 酶 的 最 适 pH 均 较 高 ,但 不 同 昆 虫 间 也 存在 差 
异 。 为 了 提供 可 持续 变化 的 酸 碱 环境 ,本 研究 在 
0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲 液 (pH 6.0 ~9.5) 和 0.1 
mol/L Glycine-NaOH 缓冲 液 (pH 8.5 ~ 10.5 ) 中 检测 
酶 的 活性 ,结果 显示 :在 Glycine-NaOH 2E virili, pH 
为 10.00 时 活力 达到 最 高 ,为 35.74 U/mL, 因 此 ,可 
看 出 本 研究 克隆 得 到 的 首 藉 夜 蛾 中 肠 丝 氨 酸 蛋白 酶 
为 强 碱 性 类 胰 和 蛋白 酶 ,这 与 王 琛 柱 等 (1996 ) 得 到 的 
实验 结果 中 强 碱 性 类 胰 蛋 白 酶 的 最 适 pH 大 致 上 相 
符合 。 

本 实验 建立 的 丝氨酸 蛋白 酶 原核 表达 及 蛋白 纯 
化 、 复 性 技术 ,方法 较为 简单 ,表达 量 较 高 ,纯化 效果 
好 ,可 在 短期 内 获得 具有 生理 活性 的 目的 蛋白 ,为 进 
一 步 研究 该 丝氨酸 蛋白 酶 在 首 蒂 夜 蛾 体内 的 生理 功 
能 提供 了 理论 依据 。 下 一 步 将 利用 RNA 干扰 方法 
研究 丝氨酸 和 蛋白酶 基因 表达 受到 抑制 后 , 首 攻 夜 蛾 
中 肠 内 相应 丝氨酸 蛋白 酶 含量 变化 对 昆虫 消化 甚至 
生长 发 育 及 Bt 作用 效果 的 影响 ,为 从 分 子 生 物 学 角 
度 开展 害虫 防治 奠定 基础 。 
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